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一 种 猪 胃 肠 道 内 容 物 与 羔 便 微生物 梯度 离心 分 离 方法 ! 
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南大 学 动物 科技 学 院 ， 生 物 饲 料 与 分 


离 缓冲 液 对 猪 骨 肠 道内 容 物 及 辩 便 样 品 进行 稀释 ， 


子 营养 实验 室 ， 重 庆 400715) 


E 探 究 一 种 猪 胃 肠 道内 容 物 与 类 便 微生物 梯度 分 离 方 法 。 试 验 首 先 用 分 


寻找 最 佳 稀释 比例 ， 再 进行 梯度 离心 得 


到 骨 肠 道内 容 物 及 凑 便 样品 中 的 微生物 菌 体 。 本 方法 得 到 胃 、 空 肠 和 回肠 内 容 物 样 品 与 分 


内 容 物 及 养 便 样品 与 分 离 缓冲 液 的 最 但 


0.8~1.6 g。 对 


TaN 3 种 饲 粮 和 蛋白质 水 平 (12.0%, 


网 范围 为 8.0%~12.0%， 样 品 的 称 取 量 范围 为 3.2~4.8 g; 盲肠 、 结 肠 


稀释 比例 范围 为 2.0%~4.0%， 样 品 的 称 取 量 范围 为 


15.0% 和 18.0%) 的 30 kg 猪 骨 肠 道内 容 


物 与 装 便 微生物 进行 分 离 ， 并 对 其 回肠 内 容 物 和 姜 便 中 微生物 氨基 酸 组 成 以 及 骨 肠 道内 容 


物 与 装 便 中 微生物 多 样 性 进行 检测 。 结 果 显示 : 回肠 内 容 物 和 辩 便 中 微生物 菌 体 大 部 分 所 


基 酸 对 饲 粮 不 同和 蛋白 质 水 平 的 营养 模式 响应 效果 显著 (P<0.05) , BEBÉ VIAE) 338 ER 


s 


品 微生物 的 聚合 酶 链 反 应 -变性 梯度 凝 胶 电 泳 CPCR-DGGE) 条 带 丰 富 和 清晰 。 试 验 结果 表 


明 ， 该 方法 分 离 程度 高 ， 获 取 菌 体 干 重 多 ， 同 时 还 具有 成 本 低廉 、 操 作 简单 、 重 复 性 好 等 


特点 ， 可 为 更 深层 次 的 研究 肠 道 微生物 的 生 弄 
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动物 肠 道内 定植 着 种 类 繁多 和 数量 庞大 的 微生物 ， 其 数量 为 103~1024 个 上 巾 ， 构 成 了 一 


个 错综复杂 的 生态 系统 。 肠 道内 的 微生物 对 宿主 能 量 代谢 、 营 养 物 质 吸收 、 机 体 生 理 和 免 


疫 功 能 的 发 挥 等 方面 起 着 关键 性 的 作用 P3。 随 着 分 子 生物 技术 的 壬 勃发 展 ， 众 多 研究 肠 道 


微生物 的 分 子 生 物 学 技术 不 断 涌现 ， 如 指纹 图 谱 技 术 [ 肾 合 酶 链 反应 -变性 梯度 凝 胶 电泳 


(PCR-DGGE) ]、 痰 光 原 位 杂交 技术 、 实 时 荧光 定量 PCR 等 由。 然而， 如 何 高 效 地 从 动物 


胃 肠 道 及 凑 便 中 将 微生物 进行 分 离 ， 是 运用 生物 学 技术 进行 分 析 检 测 的 前 提 基 础 ， 但 目前 


国内 外 缺乏 从 胃 肠 道内 容 物 和 凑 便 中 进行 微生物 分 离 的 统一 标准 。 因 此 ， 本 试验 则 在 摸索 


猪 胃 肠 道 和 烘 便 微生物 与 分 离 缓冲 液 的 适宜 比例 ， 采 用 梯度 离心 法 从 猪 胃 肠 道内 容 物 和 类 


便 中 对 微生物 进行 分 离 ， 以 寻求 胃 肠 道内 容 和 粪便 中 微生物 的 最 佳 分 离 条 件 ， 为 进一步 深 


入 研究 肠 道 微生物 氮 营 养 素 的 代谢 、 内 源 性 氮 和 和 氨基酸 的 组 成 、 微 生物 区 系 以 及 凑 便 微 生 


物 氮 和 和 氨基酸 排出 情况 等 研究 提供 方法 。 


1 材料 与 方法 


1.1 样品 来 源 


试验 按照 完全 随机 设计 将 18 头 健康 的 30 kg“ 杜 x 长 x 大 ”三 元 生长 猪 分 为 3 组 ， 每 组 6 


头 猪 。 各 组 分 别 饲 喂 12.0%、15.0% 和 18.0% 3 种 蛋白 质 水 平 的 玉米 -豆粕 型 饲 粮 , 饲养 30 d, 


单 栏 饲养 ， 且 自由 采 食 和 饮水 。 试 验 结束 后 ， 每 组 屠 室 6 头 猪 ， 采 用 无 菌 大 氧 操 作 方法 分 


别 采 集 胃 、 空 肠 中 段 、 回 肠 中 段 、 言 肠 和 结肠 中 段 内 容 物 各 50 g， 并 且 收 集 每 组 6 头 猪 的 


肛门 类 便 ， 用 于 微生物 菌 体 分 离 。 


1.2 ” 绥 冲 液 配 制 


准确 称 取 0.85 g 的 NaCl IF 1 000 mL 双 蒸 水 中 , 待 充分 溶解 后 再 加 入 1 mL 吐 温 -80， 


然后 置 于 121 "C 高 压 灭 菌 锅 内 灭 菌 20 min， 备 用 。 


1.3 ”分 离 方法 


微生物 分 离 流 程 如 图 1 所 示 ， 具 体 流程 如 下 : 1) 选取 1k 30 kg WB, FCA 
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便 样 品 ， 于 4 °C 保存 ， 待 用 。2) 分 别称 取 在 


回 
称 取 量 范围 内 的 骨 、 空 肠 、 回 肠 、 盲 肠 、 结 肠 内 容 物 和 辩 便于 无 菌 50 mL 离心 管 a 中 , 4 °C, 


10 000 r/min 离心 5 min， 弃 上 清 。3) 向 离心 管 a 中 加 入 40 mL 分 离 缓冲 液 ， 洲 涡 混 匀 仪 


上 剧烈 扬名 2-3 min, 4°C. 1 500 r/min 离心 5 min。4) 轻 轻 将 离心 管 a 取 出 〈 不 能 剧烈 摇 


晃 ) ， 将 上 清 液 倒 入 对 应 编号 的 无 菌 50 mL 离心 管 b 中 ， 将 装 有 上 清 液 的 离心 管 b 置 于 离 


YALA, 4°C., 10000 r/min XÙ 5 min, FEI. 5) 取 40 mL 分 离 缓冲 液 ， 加 入 离心 管 a 


中 ， 洲 涡 混 勺 仪 上 必 


=. 


FARES) 2-3 min〈 需 将 沉 


淀 彻底 摇 散 悬浮 ) 49C. 1500 r/min 离心 5 


min， 将 提取 上 清 液 倒 入 对 应 编号 的 无 菌 离心 管 b 中 ， 将 装 有 上 清 液 的 离心 管 b 置 于 离心 


HLF, 4°C, 10000 r/min 离心 Smin， 弃 上 清 。6) 


清 液 ， 将 沉淀 转 入 无 菌 2 mL 离心 管 中 ， 


ASEH 3) 、5) lU. D 倾倒 上 


-70 


lumi 


°C 保存 ， 待 各 项 指标 测定 。 


胃 、 空 、 回 、 盲 、 结 肠 内 容 物 与 类 便 平板 计数 


根据 最 住 稀释 比例 范围 精确 称 重 


离心 《10 - ,4 07,5 min) 


最 后 平板 计数 


E 


| 弃 上 清 | 
| 弃 上 清 | 


TR. BRFSS) 3 min 


离心 C10[]000 rmp, 4 17, 5 min? 


mis 


菌 体 指标 测定 


图 1 


微生物 分 离 流程 图 
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Fig.l Flow-diagram of microbial separation 


1.4 微生物 菌 体 氨基 酸 检测 


~ 
y 
zu 


准确 量 取 凑 便 和 回肠 内 容 物 离心 分 离 后 的 样品 0.8 mL 于 15 mmx150 mm 试管 中 ， 向 


盛 有 样品 的 试管 中 加 入 0.8 mL、6 mol 的 盐酸 ,振荡 混 匀 。 用 酒精 喷 灯 将 试管 口 下 1/3 处 拉 


细 至 4~6 mm， 抽 真空 10 min 后 封 管 。 再 将 试管 置 于 (110+10) °C 和 恒温 烘箱 中 沙 浴 水 解 


22 h， 结 束 后 取出 冷却 至 室温 ， 转 移 离心 。 取 1 mL 滤液 于 50 mL 烧杯 中 ， 用 60 °C 恒温 水 


MZT, HIA 1 mL、0.02 mol 的 盐酸 ， 用 0.22 um 滤 腊 过滤 ， 然 后 置 于 全 自动 氨基 


i 酸 分 析 仪 上 机 分 析 ， 并 记录 测定 结果 。 


1.5 PCR-DGGE 检测 


FAS TERRE ELE P A SEU EE ERES PI AREA SURE i CHE EAS — SEIL FH TE EI 


DNA 提取 。 扩 增 的 DNA 片段 为 细菌 16S rRNA 的 V3 可 变 区 ， 引 物 采 用 357F-GC-clamp. 


357F 和 518R 引物 进行 PCR 扩 增 和 变性 梯度 凝 胶 电泳 ,其 中 GC 夹子 为 :5’-CGC CCG GGG 


CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GAA CGC GAA GAA CCT TAC-3’, 


357F 引物 序列 为 :5’-CCT ACG GGA GGC AGC AG-3’, 518R 引物 序列 为 :5’-ATT ACC GCG 


GCT GCT GG-3”。 电 泳 采用 D-code 通用 性 梯度 凝 胶 电 泳 (DGGE) 系 统 (Bio-Rad) ， 电 泳 组 


冲 液 为 1xTAE 电泳 缓冲 液 (pH 8.0) 。 点 样 ， 升 温 电 泳 液 至 60 "C， 随 后 在 100 V 直流 电 


压 下 电泳 19 h。 电 泳 结 束 后 ， 银 染 ， 拍 照 ， 保 存 图 片 。 


16 ”数据 统计 方法 


试验 数据 采用 Excel 2007 软件 进行 整理 。 采 用 SAS 9.1.3 软件 进行 单 因 素 方差 分 析 ， 


T 


组 间 显 著 性 分 析 采 用 Duncan 氏 法 进行 多 重 比较 ， 结 果 以 平均 值 和 标准 误 (SEM) 表示 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 不 同 肠 道 内 容 物 与 装 便 样品 的 稀释 比例 和 称 取 量 及 其 分 离 程度 和 菌 体 干 重 含量 


不 同 肠 道 内 容 物 与 装 便 样品 的 稀释 比例 和 称 取 量 及 其 分 离 程度 和 菌 体 干 重 含量 如 表 


201812.00421v1 


chinaXiv 


l. d 2 和 表 3 所 示 。 当 骨 、 空 肠 和 回肠 内 容 物 样品 的 条 


时 ， 稀 释 比 例 分 别 为 14%、12%、10%、 


称 取 量 和 稀释 比例 下 ， 骨 内 容 物 微生物 分 离 程度 均 较 高 ， 达 99% 以 上 ， 


到 1.63 g/kg 以 上 ; 稀释 比例 为 12% 及 以 下 时 ， 空 肠 、 回 肠 内 容 物 微生物 分 


8%， 菌 体 干 重 含 
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称 取 量 分 别 为 5.6、4.8、4.0、3.2 g 
量 和 分 离 程度 依次 升 高 。 在 不 同 


戎 体 干 重 含量 可 达 


SA Ree Rin, AY 可 


IK 98.0%~99.9%， 菌 体 干 重 含量 分 别 可 达到 2.00 和 2.50 g/kg 以 上 。 当 盲肠 、 结 肠 内 容 物 和 


辩 便 的 稀释 比例 由 8% 降 至 2% 时 ， 样 品 的 称 


量 由 3.2 g MB 


0.8g, FA 


程度 也 依次 升 高 。 稀 释 比例 在 6% 及 以 下 时 ， 盲 肠 微生物 分 离 程度 可 达 97% 以 上 ， 可 获得 


的 菌 体 干 重 含量 可 达 7.04 g/kg 以 上 ; 稀释 比例 在 6% 及 以 下 时 ， 结 肠 微生物 分 离 程度 可 达 


95% 以 上 ， 菌 体 干 重 含 量 可 达 15.29 g/kg WE: 稀释 比例 在 499 E, FR], 38 


程度 可 达 9894UÀ b, WATESAN 


Xl HB PAUSE EFE n Pa EE Po A BR 


可 达 20.32 g/kg 以 上 。 


量 


微生物 分 离 


Table 1 Dilution ratio and weight of intestinal contents and faeces samples 


Ii A Items 


14 
称 取 量 Weight/g 
Fj Stomach 5.6 
空肠 Jejunum 5.6 
可 肠 Ileum 5.6 
8 
称 取 量 Weight/g 
盲肠 Caecum 3.2 


结肠 Colon 3.2 


稀释 比例 Dilution ratio/% 


12 10 
4.8 4.0 
4.8 4.0 
4.8 4.0 


稀释 比例 Dilution ratio/% 


6 4 
2.4 1.6 
2.4 1.6 


3:2 


32 


0.8 


0.8 
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凑 便 Faeces 


3.2 


R2 ARREA T A 


空肠 和 


2.4 


1.6 
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0.8 


回肠 内 容 物 分 离 程度 及 茵 


TP 


里 


Table 2 Degree of separation and content of dry cell weight at different dilution ratios of 


JH 


Items 


stomach, jejunum and ileum contents samples 


分 离 程度 Degree of separation/% 


骨 -1 Stomach-1 


骨 -2 Stomach-2 


空肠 -1 Jejunum-1 


空肠 -2 Jejunum-2 


可 肠 -1 Ileum-1 


可 肠 -2 Ileum-2 


骨 -1 Stomach-1 


骨 -2 Stomach-2 


空肠 -1 Jejunum-1 


Zx 


空肠 -2 Jejunum-2 


可 肠 -1 Ileum-1 


可 肠 -2 Ileum-2 


1、2 代表 同一 个 样品 取 的 平行 样 。 分 离 程度 (%)=100X ( 鲜 样 总 菌 数量 


数量 ) / 鲜 样 总 菌 数 


表 3 同 。 


ai 


95.7 


95.3 


93.8 


93.0 


1.65 


1.63 


2.02 


2.00 


2.53 


2.50 


. RATE 


a 


稀释 比例 Dilution ratio/% 


12 


98.6 


98.7 


亩 体 干 重 含量 Content of dry cell weight’ (g/kg) 


1.70 


2.55 


(g/kg) = 分 离 后 的 菌 


10 


99.1 


99.6 


1.73 


1.72 


2.44 


2.41 


2.76 


99.9 


99.9 


1.74 


2.43 


2.88 


2.84 


IA Ja eh Val 


WFE Cg) / 鲜 样 总 重 (kg) . 


1 and 2 represent parallel samples taking from the same sample. Degree of separation (Y%)=(the 


amount of bacteria in fresh sample — the amount of total bacteria after separation)/the amount of 


bacteria in fresh sample. Content of dry cell weight (g/kg) =the content of dry cell weight after 


separation (g) /the total weight of fresh sample 


(kg) . The same as Table 3. 


p 


3&3 不 同 稀释 比例 下 盲肠 、 结 肠 内 容 物 和 凑 便 样品 的 分 离 程度 及 菌 体 干 重 含 量 


Table 3 Degree of separation and content of dry cell weight at different dilution ratios of 


caecum, colon contents and faeces samples 


项 目 


Items 


分 离 程 度 Degree of separation/% 


盲肠 -1 Caecum-1 


肠 -2 Caecum-2 


m 


结肠 -1 Colon-1 


结肠 -2 Colon-2 


24-1 Faeces-1 


3&[di-2 Faeces-2 


体 干 重 含量 Content of dry cell weight’ (g/kg) 
盲肠 -1 Caecum-1 5.47 
盲肠 -2 Caecum-2 5.48 
结肠 -1 Colon-1 13.22 
结肠 -2 Colon-2 13.24 
3§(H-1 Faeces-1 13.25 
3E fii-2 Faeces-2 13.28 


86.0 


86.2 


86.9 


86.5 


64.1 


62.9 


稀释 比例 Dilution ratio/% 


97.9 


97.1 


96.3 


95.2 


86.1 


87.6 


7.04 


7.06 


15.29 


15.32 


16.00 


16.04 


99.4 


99.7 


98.3 


99.0 


98.5 


98.7 


7.00 


7.02 


18.46 


18.48 


20.32 


20.36 


99.4 


99.9 


99.3 


99.0 


98.9 


98.7 


7.00 


7.02 


18.55 


18.58 


20.41 


20.45 
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2.2 猪 回肠 内 容 物 和 姜 便 微生物 菌 体 氨基 酸 组 成 检测 结果 


猪 回肠 内 容 物 和 凌 便 微生物 菌 体 氨基 酸 组 成 检测 结果 如 表 4 和 表 5 所 示 。 结 果 显 示 ， 
有 


猪 回肠 内 容 物 和 粪便 微生物 菌 体 氨基 酸 共 有 17 种。 其中, 猪 姜 便 中 微生物 菌 体 氨基 酸 组 成 


RA RIB CAsp) ~ AAR (Ser) . WAR (Ala) . MMAR Pro), YMAR (Cys) ~ 


HAR CVaD . RAAR de). ŽAR (Leu) . HAR (Lys). HAR (His) 和 精 
AIR (Arg) 对 饲 粮 不 同 蛋白 质 水 平 的 营养 模式 响应 效果 显著 (P<0.05), RAR (Gu) 、 


甘氨酸 (Gly). AR (yr). HAR (Thr). PRA Met). HAR (Phe) 对 


饲 粮 不 同 蛋 白质 水 平 的 营养 模式 响应 效果 不 显著 CP0.050 。 猪 回肠 内 容 物 中 微生物 菌 体 


氨基 酸 组 成 中 Asp. Ser. Glu, Gly, Ala, Pro. Thr. Cys. Val. Met. Ile, Leu, Phe, His 


和 Arg 对 饲 粮 不 同和 蛋白 质 水 平 的 营养 模式 响应 效果 显 普 CP«0.05) , DU Tyr 和 Lys 对 饲 粮 


不 同和 蛋白 质 水 平 的 营养 模式 响应 效果 不 显著 CP>0.05) 。 
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表 4 饲 粮 不 同 蛋 白质 水 平 对 凑 便 微生物 菌 体 氨 基 酸 组 成 的 影响 


Table 4 Effects of dietary different protein level on composition of microbial amino acids in faeces of swine % 


RA AT RA HA HA BA A 苏 氨 ES SEE 甲 硫 RE RA AW A HA HA 总 氮 


项 目 

aR RO R R 酸 酸 M NM AR AW MR AM M M 酸 基 酸 
Items 

Asp Ser Glu Gly Ala Pro Tyr Thr Cys Val Met Ile Leu Phe Lys His Arg TAA 
L-CP 11.00° 1.49* 12.54 7.83 10.70  5.89* 3.59 4.36 0.76^ 5.44> 1.64 6.06* 11.30* 4.61 4.04° 2.32° 6.45* — 100.00 

10.30* 
M-CP 10.90 2.28? 12.16 7.68 5.718 3.83 4.51 0.77° 6.398 1.86 6.38? 10.10» 4.63 4.08^ 2.47° 5.93 100.00 
b 

H-CP 13.70* 1.835 12.64 7.70 9.80° 4.39 3.91 4.13 1.20° 5.53^ 1.85 4.37* 11.40* 4.78 4.50* 2.83* 5.44* 100.00 
SEM 0.19 0.06 0.34 0.18 0.21 0.12 0.12 0.12 0.08 0.14 0.06 0.13 0.23 0.15 0.12 0.09 0.16 0.00 
P fü 

«0.0010 — «0.01 0.57 0.80 0.03 «0.01 0.11 0.12 «0.0010 — «0.01 0.04 «0.001 — «0.01 0.66 0.03 «0.001 — «0.01 1.00 
P-value 


L-CP: 低 和 蛋白 质 水 平 12%) ; M-CP: 中 蛋白 质 水 平 15%); H-CP: 高 蛋白 质 水 平 (18% ) 。 同 列 数据 肩 标 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<0.05), 
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肩 标 相同 小 写字 母 表示 差异 不 显著 (P>0.05) 。 下 表 同 。 


L-CP: low protein level (12 % ); M-CP: middle protein level (15 % ); H-CP: high protein level (18 % ). Values in the same column with different small letter 


superscripts mean significant difference (P<0.05), while with same small letter superscripts mean no significant difference (P>0.05). 
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项 目 


Items 


L-CP 


M-CP 


H-CP 


SEM 


P 


P-value 


x 
R 


2I 
E 


Asp 


11.80* 


8.80° 


11.80* 


0.23 


«0.01 


Table 5 
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RS 饲 粮 不 同 蛋 白质 水 平 对 回肠 微生物 菌 体 氨基 酸 组 成 的 影响 


Effects of dietary different protein level on composition of microbial amino acid in ileum content of swine % 


S 


Ser 


4.36* 


4.03* 


3.23* 


0.12 


«0.01 


BA HA AA MA Yh JM ER BA Hit Fs RA AW 赖 氨 AR A 总 氮 


E 
E 
p 
S 


RO 酸 酸 酸 M MM NM AM M 


Glu Gly Ala Pro Tyr Thr Cys Val Met Ile Leu Phe Lys His Arg TAA 


9.040" — 5.595 8.96" 6.30* 3.64 3.01? 1.57* 6.88* 3.14* 6.75 10.60 — 5.77 4.67 4.61* 3.26 100.00 


9.740" — 6.54* 8.28^ 6.80* 3.97 2.26" 1.36° 6.94" 2.24° 6.80" 11.800 6.91% 4.80 3.71% 5.007 100.00 


12.800  4.93* 6.00* 4.85^ 3.50 3.26? 2.57% 5.31^ 3.95* 529^ 11.80%  7.75* 4.30 4.38* 4.22° 100.00 


0.25 0.12 0.18 0.19 0.19 0.12 0.05 0.17 0.15 0.28 0.23 0.12 0.32 0.19 0.15 0.00 


«0.001 | «0.01 «0.00 «0.01 0.24 «0.001 | «0.010 «0.01 «0.01 «0.00 <0.01 «0.01 0.52 0.01 «0.01 1.00 
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2. 上 骨 肠 道内 容 物 和 凑 便 不 同 稀释 比例 PCR-DGGE 结果 


在 不 同 稀释 比例 下 ， 胃 、 空 肠 、 回 肠 、 盲 肠 、 结 肠 内 容 物 和 辩 便 中 的 微生物 组 成 


PCR-DGGE 结果 如 图 2 所 示 。 提 取 不 同 稀释 比例 后 的 胃 、 空 肠 、 回 肠 、 盲 肠 、 结 肠 内 容 物 


和 类 便 中 微生物 基因 组 DNA， 再 以 细菌 通用 引物 进行 PCR 扩 增 和 变性 梯度 凝 胶 电 泳 。 结 


果 显 示 ，PCR-DGGE 电泳 均 能 检测 出 胃 、 空 肠 、 回 肠 、 言 肠 、 结 肠 内 容 物 和 辩 便 不 同 稀释 


比例 后 的 DGGE 条 带 ， 并 且 条 带 较 清晰 和 丰富 ， 重 复 性 好 。 


Marker — B (Bil) TA CRE) A HRERS) 
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eer BE (由 低 到 高 》 (HRES) AA RE) AE (BAREIS) (HIRES) 


图 2 ” 胃 肠 道内 容 物 和 粪便 不 同 稀释 比例 PCR-DGGE 结果 


Fig.2 Results of PCR-DGGE of different dilution ratios of gastrointestinal contents and faeces 


T8 3902) A AED Hi HE TI E23 1 T f BU A IRR ZI RU EAR EH PE AT EEF 
运用 生物 化 学 手段 对 其 分 离 纯 化 得 到 微生物 ， 然 后 用 于 分 析 肠 道中 微生物 组 成 、 数 量 及 其 


特征 。 但 该 方法 存在 一 定 的 局 限 性 ， 例 如 肠 道 中 有 很 多 微生物 难以 培养 、 大 多 数 大 氧 微 生 


物 未 被 鉴定 和 描述 、 体 外 培养 的 微生物 与 其 在 体内 生理 特征 存在 差异 以 及 分 离 技 术 操 作 步 


又 繁琐 等 因素 都 会 导致 无 法 获取 骨 肠 道 菌 群 的 全 面 信息 馈 。 有 学 者 通过 测定 不 同 稀释 菌 液 


的 光 密 度 COD) 值 ， 再 与 平板 计数 结果 和 烘 干 称 重 结果 相对 应 ， 建 立 菌 液 OD 值 与 菌 体 干 


重 之 间 的 回归 方程 ， 以 此 来 实时 测定 菌 体 干 重 57]。 虽 然 此 方法 与 传统 的 方法 〈 平 板 计 数 法 


或 者 比 浊 法 ) 相 比 ， 提 高 了 菌 体 干 重 结果 准确 性 ， 同 时 也 提高 了 工作 效率 和 降低 了 生产 成 


作 期 刊 
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中 的 微生物 种 类 繁多 ， 加 之 不 同 微生物 分 离 培养 的 条 件 存在 差 


异 铝 ， 也 局 限 了 该 方法 的 运用 。 本 试验 采用 梯度 离心 分 离 方法 对 猪 胃 肠 道 内 容 物 与 状 便 中 


的 微生物 进行 分 离 。 稀 释 比 侦 


NE 12% 及 以 下 时 ， 骨 、 衬 肠 和 回肠 内 容 物 的 微生物 分 离 程度 


均 较 高 ， 达 98% 以 上 ; 稀释 比例 在 4% 及 以 下 时 ， 盲 肠 、 结 肠 内 容 物 以 及 凑 便 中 的 微生物 


分 离 程度 也 可 达 98% 以 上 ， 并 且 在 适宜 的 稀释 比例 范围 下 ， 骨 肠 道内 容 物 和 辩 便 样品 中 均 


可 获得 较 理 想 的 菌 


体 干 重 。 本 试验 还 对 分 离 得 到 的 骨 、 空 肠 、 回 肠 、 言 肠 、 结 肠 内 容 物 和 


辩 便 中 的 微生物 进行 DGGE 分 析 ， 结 果 得 到 较 清 晰 而 丰富 的 胃 肠 道内 容 物 中 微生物 的 


DGGE 条 带 。 


s d 


此 外 ， 本 试验 选用 吐 温 生理 盐水 试剂 预先 处 理 样品 ， 再 通过 梯度 离心 来 分 离 


富 集 微生物 ， 有 效 地 减少 了 化 学 试剂 的 使 用 。 有 研究 报道 ， 首 先 将 内 容 物 或 者 羡 便 与 微 生 


物 分 离 ， 不 仅 可 以 有 效 地 排除 动物 肠 道 内 容 物 及 辩 便 中 许多 未 消化 的 食物 残 酒 、 消 化 酶 、 


黏液 和 多 糖 〈 草 食 动物 ) 等 物质 对 微生物 细胞 壁 破除 和 高 质量 微生物 总 DNA 的 提取 的 干 


扰 &2， 而 且 也 能 减少 因 过 多 化 学 试剂 的 使 用 导致 提取 的 DNA 中 试剂 残留 过 多 等 问题 091。 


本 试验 对 分 离 得 到 的 3 种 不 同 蛋 白质 水 平 下 猪 回肠 内 容 物 和 养 便 微生物 的 氨基 酸 组 成 


进行 了 检测 。 


Ay Ay As 


Free. Kp, 3AE 


结果 显示 ， 猪 


便 中 微生物 


微生物 


肠 内 容 物 和 凑 便 中 微生物 菌 体 氨基 酸 组 成 共有 17 种 ， 猪 回肠 


落体 氨基 酸 组 成 对 饲 粮 不 同 蛋 白质 水 平 的 营养 模式 响应 效果 存在 差 


菌 体 氨基 酸 中 Asp. Ser. Ala. Pro. Cys. Val. Ile. Leu. Lys. 


His 和 Arg 对 饲 粮 不 同 蛋白 质 水 平 的 营养 模式 响应 更 显著 。 回 肠 微生物 菌 体 氨基 酸 中 Asp、 


Ser. Glu, Gly, Ala, 


Pro. Thr. Cys, Val. Met. Ile. Leu. Phe. His 和 Arg 对 饲 粮 不 同 


蛋白 质 水 平 的 营养 模式 也 响应 显著 。 此 外 ， 本 试验 分 离 微 生物 的 方法 还 能 运用 于 测定 猪 肠 


道 微生物 菌 


体 胞 内 酶 活性 


微生物 可 用 于 多 种 相关 指标 的 检测 。 


4 结 论 


(D 本 试验 建立 的 一 种 猪 


和 微生物 脱羧 酶 活性 ! 


= 


0。 由 此 可 见 ， 运 用 本 试验 方法 分 离 得 到 的 


骨 肠 道内 容 物 与 装 便 微生物 梯度 离心 分 离 方 法 不 仅 具 有 分 离 


C— 


程度 高 ， 获 取 菌 体 干 重 含量 多 等 优点 ， 而 且 还 具有 成 本 低廉 、 重 


en) 


复 性 好 、 操 作 简 单 等 特点 。 


D 本 试验 方法 的 建立 , 可 为 进一步 研究 骨 肠 道中 微生物 的 功能 作用 提供 有 效 快捷 的 研 


完 手 段 。 


参考 文献 : 


[t] 


[2] 


[3] 


[4] 


[5] 


[6] 


[7] 


[8] 


[9] 


[10] 


POWER S E,OTOOLE P W,STANTON C,et al.Intestinal microbiota,diet and 
health[J].British Journal of Nutrition,2014,111(3):387—402. 
JERNBERG C,LOFMARL S,EDLUND C,et al.Long-term ecological impacts of antibiotic 
administration on the human intestinal microbiota[J].I[SME Journal,2013,7(2):456. 
DAI Z L,WU G,ZHUW Y.Amino acid metabolism in intestinal bacteria:links between gut 
ecology and host health[J].Frontiers in Bioscience,2011,16(1):1768—1786. 


王 保 军 , 刘 双 江 . 环 境 微生物 培养 新 技术 的 研究 进展 [中 .微生物 学 通报 ,2013,40(1):6-17. 


凌 泽 春 , 郭 立 辉 , 任 素 芳 ,等 . 猪 肯 肠 道 微生物 菌 群 的 研究 现状 及 调控 技术 进展 加 .家 畜生 


态 学 报 ,2011,32(5):5-9. 


学 贵 , 喜 生 .微生物 转化 过 程 中 利用 OD 值 实时 监测 细菌 生物 量变 化 的 研究 加 .南京 师 


大 学 报 (自然 科学 版 ),2003,26(4):90-93. 


马 勇 , 攀 永 军 .用 OD 值 监 测 产 油 酵母 培养 过 程 中 的 菌 体 生物 量变 化 四 .安徽 农业 科 


学 ,2011,39(12):7342-7343,7346. 
TANG J N,ZENG Z G,WANG H N,et al.An effective method for isolation of DNA from 
pig faeces and comparison of five different methods[J].Journal of Microbiological 


Methods,2008,75(3):432—436. 


AX [i 76 , E XE TE Sp RC UA UB PL 27) 27 38 fi DNA. 提取 相关 因素 的 探讨 四 .生物 学 


155,2008,25(3):5-8. 


吴 敏 娜 , 武 亚 琦 , 届 艳 ,等 .四 种 小 鼠 肠 道 微 生物 DNA. SE ER TE EG SEI]. AE ds SAK 


E 


#5,2015,34(4):1183-1188. 


[11] 赖 星 , 石 宝 石 , 刘 金 艳 ,等 .日 粮 蛋 白水 平 对 生长 育肥 猪 肠 道 微生物 酶 活性 的 影响 四. 中 国 


pur 


兽医 学 报 ,2017,37(2):327-334. 


A Gradient Centrifugation Separation Method for Microorganisms in Gastrointestinal Contents 
and Faeces of Swine 
LI Jinlong WANG Yao MAO Yajun CHEN Qingju LU Changwen TANG Zhiru' 
(Key Laboratory for Bio-Feed and Animal Nutrition, College of Animal Science and Technology, 


Southwest University, Chongqing 400715, China) 


Abstract: This experiment was conducted to investigate a gradient centrifugation separation 
method for microorganisms in gastrointestinal contents and faeces of swine. First, dilute the 
gastrointestinal contents and faeces with separation buffer to find the fittest dilution ratio. Then 
gradiently centrifuge and acquire microbial bacteria from gastrointestinal contents and faeces 
samples. By this method, the best dilution ratio of gastro, jejunum and ileum contents to 
separation buffer ranged from 8.0% to 12.0%, and the weight of samples ranged from 3.2 to 4.8 
g. The best dilution ratio of cecum, colon contents and faeces ranged from 2.0% to 8.0%, and the 
weight ranged from 0.8 to 1.6 g. We detected the amino acids composition of microorganisms in 
ileum and faeces as well as the diversity of microorganisms in gastrointestinal content and faeces 
of weighed at 30 kg pigs fed with three kinds of protein level diets (12.0%, 15.0% and 18.0%) . 
The results showed that the most amino acids composition of microbes in ileum contents and 
faeces were significantly responsible to different protein levels of nutritional model (P«0.05). 
The bands in polymerase chain reaction-denaturing gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE) 
figure were rich and legible with microorganisms separated from gastrointestinal contents and 
faeces. The study demonstrates that this method has high separation degree and obtains 
substantial dry cell weight. Meanwhile it owns advantages of less cost, easy operation and good 
repeatability, which provides a method for studying the physiological function of gastrointestinal 
microbes deeply. 


Key words: swine; gastrointestinal contents; faeces; microorganism; gradient centrifugation 
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